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Anotace:
V této bakalářské práce jsou popsány výsledky dosavadních znalostí získaných z literární 

rešerše na téma kyseliny hyaluronové a její fluorescenční deriváty; jsou popsány syntézy, 

vlastnosti a aplikace některých zajímavých fluorescenčních derivátů kyseliny hyaluronové. 

Vlastní část práce popisuje syntézu fluorescenční značky na bázi pyrenového derivátu a její 

použití pro roubování hyaluronové kyseliny, jakož i jejich strukturní charakteristiky a UV/Vis 

absorpční a fluorescenční spektra.
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Annotation
This bachelor thesis describes the results of previous knowledge obtain from the literature 

search on the topic of hyaluronic acid and its fluorescent derivatives; the syntheses, properties 

and applications of some interesting fluorescent derivatives of hyaluronic acid are described. 

The main part describes the synthesis of a fluorescent label based on a pyrene derivative and 

its use for grafting hyaluronic acid, as well as their structural characteristics and UV / Vis 

absorption and fluorescence spectra.
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1 Úvod

Biopolymery jsou přírodní vysokomolekulární organické látky produkované buňkami 

živých organismů. Biopolymery jsou pro organismus netoxické, většinou biokompatibilní 

a některé jsou i biodegradabilní, což je jejich velkou výhodou. Nejvyužívanějšími biopolymery 

jsou chitosan, kolagen, hyaluronan a deriváty celulózy. Vylepšená fluorescenční barviva nyní 

umožňují dříve nemožné studium buněčných struktur a buněčných procesů. Dostupnost 

nových fluoroforů dramaticky změnila možnosti analýzy jejich interakcí a citlivé detekce.(1,2)

Fluorescenční značení je proces, ve kterém jsou fluorescenční značky vázány chemickou 

vazbou k biomolekulám obsahujícím funkční skupiny, a mohou být tedy vizualizovány 

fluorescenčním zobrazením; k reakci často dochází přes aminové, hydroxylové nebo 

karboxylové nebo i přes jiné funkční skupiny. Získané fluorescenční deriváty biopolymerů pak 

mohou být využity v lékařství, nanotechnologiích nebo v biologii.(3)

Fluorescenční značky nabízejí mnoho výhod, protože jsou vysoce citlivé i při nízkých 

koncentracích, jsou stabilní a neinterferují s funkcí cílových molekul. Cílené zobrazení 

fluorescenčně značených biopolymerů umožňuje jejich sledování in vitro a in vivo. Použití 

různých fluoroforů ve stejném vzorku může také dovolit současné pozorování několika 

molekul současně. Nejčastěji používanými fluorofory jsou fluoresceinisothiokyanát (FITC), 

deriváty rodaminu a kumarin.(1,2)

Účelem této bakalářské práce je provedení literární rešerše na téma fluorescenční značení 

hyaluronové kyseliny a na základě získaných poznatků syntéza fluorescenční značky 

2,4-dichloro-6-(pyren-1-yl)-1,3,5-triazine (PyT) a její použití k značení kyseliny hyaluronové. 

Dále pak měření spektrálních vlastností tohoto nového fluorescenčního polymeru v závislosti 

na množství použité značky.
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2 Teoretická část

2.1 Hyaluronová kyselina (HA)

2.1.1 Obecná charakteristika

Kyselina hyaluronová je přírodní lineární polysacharid, který se v biomedicínském oboru 

široce používá, protože se jedná o biokompatibilní a netoxický polymer s velkou afinitou 

k vodě. Kromě toho přítomnost několika karboxylových a hydroxylových skupin v molekule 

HA činí z kyseliny ideálního kandidáta pro chemickou modifikacie. HA se přirozeně vyskytuje 

téměř ve všech živých organismech. V živých organismech se kyselina hyaluronová nachází 

ve formě sodných, draselných a vápenatých solí. Obecně se pro tyto soli používá název 

hyaluronan nebo hyaluronát.(4)

O kyselině hyaluronové se poprvé zmínili německý biochemik Karl Meyer a jeho asistent 

John Palmer v roce 1934. Během působení a výzkumu na Kolumbijské univerzitě se jim 

podařilo kyselinu izolovat ze sklivce kravského oka. V té době byla tato molekula 

pojmenována kyselina hyaluronová ve vztahu k její kyselé formě. Endre Balazs později 

vyvinul termín „Hyaluronan“ v roce 1986, aby se více začlenily různé formy, které molekula 

může mít, jako je kyselina nebo sůl.(5)

2.1.2 Chemická struktura

Z chemického hlediska, jak je evidentní z obrázku 1., molekula kyseliny hyaluronové 

obsahuje ve své struktuře dvě stále se opakující sacharidové podjednotky složené 

z N-acetylglukosaminu a kyseliny glukuronové.(6)

-O.

n
HA

Obrázek 1. Chemická struktura hyaluronové kyseliny
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2.1.3 Biosyntéza a degradace kyseliny hyaluronové

Biosyntéza HA probíhá v cytoplazmatické membráně živočišné buňky a to za pomoci 

enzymů hyaluronan syntáz (HAS), které se vážou na integrální membránové bílkoviny 

(IMB).(7) Princip syntézy je založen na přidání obou složek disacharidu (Kyselina glukoronová 

a N-acetylglykasomin) k rostoucímu řetězci, pomocí nukleotidových cukrů uridindifosfát 

(UDF).(8)

Degradace hyaluronové kyseliny se účastní tři enzymy. První enzym hyaluronidáza rozštěpí 

vysokomolekulární řetězec kyseliny hyaluronové na oligosacharidy, které jsou dále rozštěpeny 

P-d-glukuronidázou a P-A-acetylhexosaminidázou.(9)

2.1.4 Výroba hyaluronové kyseliny

Kyselinu hyaluronovou lze získat komerčně třemi způsoby: lidskými pupečníky, 

kohoutovými hřebeny a kmeny Streptococcus skupiny C.(10)

V dnešní době se kyselina hyaluronová vyrábí hlavně mikrobiální fermentací pomocí 

bakterií Streptococcus, zejména Streptococcus zooepidemicus, které jsou zbaveny všech 

patogenů a nemají žádné riziko pro člověka.(11) Obě dvě složky jednotkového disacharidu 

kyselina D-glukuronová a N-acetylglukosamin jsou odvozeny od glukózy-6-fosfátu 

a fruktosy-6-fosfátu, dále se spojují pomocí uridindifosfátů. Na celkovovou syntézu jednoho 

molu disacharidu se spotřebuje pět molů nukleosidtrifosfátů (3 ATP a 2 UTP), dva moly 

glukózy a jeden mol acetyl koenzymu A (Acetyl-CoA).(12) Největší problém u tohoto 

způsobu výroby spočívá v konkurenci mezi syntézou HA a růstem buněk o zdroj uhlíku. 

80% zdroje uhlíku se spotřebuje k produkci kyseliny mléčné, která inhibuje syntézu HA. Tento 

problém se řeší přesměrováním produkce kyseliny mléčné na kyselinu octovou, která 

je doprovázena v další produkci ATP nezbytné pro syntézu HA.(13) (viz. Obrázek 2)
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Obrázek 2 . Biosyntetická cesta kyseliny hyaluronové v S. Zooepidemicus(8)

2.1.5 Chemické modifikace

Ze struktury HA je zřejmé, že primárně lze provést chemickou modifikaci na hydroxylových 

nebo karboxylových funkčních skupinách. Kromě toho je možno získat funkční aminoskupinu 

deacetylací N-acetylu a oxoskupinu selektivní oxidací C6— OH. Chemická modifikace 

obvykle probíhá ve vodném prostředí. Organická rozpouštědla, zejména DMSO nebo DMF 

jsou používány, pokud je substituent velmi hydrofobní nebo jsou-li reálné obavy 

z hydrolýzy.(14,15) Reakce karboxylových skupin HA s aminosloučeninami za přítomnosti 

karbodiimidů (často N-ethyl-N'-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC)) 

je jednou z nejpoužívanějších metod modifikace HA.(16’17)
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Značná pozornost byla věnována i esterifikaci kyseliny hyaluronové (modifikace 

karboxylové skupiny); v odborné literatuře lze nalézt mnoho postupů, při kterých dochází 

k tvorbě esterů HA. Estery byly připraveny reakcí HA s alkylhalogenidy (Schéma 2a), tosyláty 

(Schéma 2b ), diazomethanem (Schéma 2c) nebo oxyrany (Schéma 2d).
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Schéma 2. Modifikace karboxylové funkční skupiny přípravou esterů

2.1.6 Funkce v organismu a využití

Kyselina hyaluronová je nezbytná pro správné fungování lidského těla. Díky svým 

unikátním vlastnostem nachází uplatnění v řadě oblastí, zejména v medicíně a farmacii. 

Některé funkce a použití kyseliny hyaluronové lze shrnout následovně.

Díky své biologické biodegradabilitě, biokompatibilitě a schopnosti vázat se na specifické 

membránové receptory se kyselina hyaluronová používá k diagnostice a léčbě různých typů 

rakoviny; působí tedy jako biologický nosič léčiv.(19)

• Je známo, že kyselina hyaluronová má velmi dobré hydratační vlastnosti (pojme 

přibližně tisícinásobek vody k své hmotnosti), a proto zvlhčuje tkáně v jejím okolí.(20)
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• Přispívá k zajištění flexibility a tažnosti tkání, ve kterých je přítomna.

• Zajišťuje transport iontů a dalších látek mezi buňkami a pomáhá udržovat stabilitu 

osmotického tlaku.(21)

• Kvůli své vysoké elasticitě se kyselina hyaluronová používá při očních nebo 

plastických operacích.(22)

• Protože kyselina hyaluronová se přirozeně vyskytuje v synoviální tekutině, používá 

se také v ortopedii, protože může snížit tření mezi povrchy kloubů díky svým mazacím 

vlastnostem a může zmírnit bolest.(23)

• Často se používá k hojení ran.(24)

• V kosmetice lze kyselinu hyaluronovou použít k výplni vrásek a také jako takzvaný 

hydrolifting s hydratací tváří, krku nebo dekoltu.(25)

2.2 Fluorescence

Jako fluorescence je označována zářivá deaktivace molekuly z jejího excitovaného 

singletového stavu do stavu základního. Excitovaná molekula může přeměnit absorbovanou 

energii i nezářivě na energii vibrační (teplo) nebo ji předat jiným molekulám. V důsledku tzv. 

vibrační relaxace je vlnová délka fluorescence vzhledem k absorpčnímu pásu více či méně 

bathochromně posunuta (Stokesův posun).(26)

Elektronové stavy molekuly a přechodů mezi nimi uvádí Jablonského diagram 

(Obrázek. 3), který popisuje procesy podílející se na tvorbě elektronového excitovaného 

singletového stavu, který odpovídá absorpci a následné emisi nebo-li fluorescenci.

Luminiscenci obecně dělíme na fluorescenci a fosforescenci. Rozdíl mezi nimi spočívá 

v mechanismu, jakým se molekula vrací do svého základního stavu. U fluorescence k emisi 

elektromagnetického záření dochází při přechodu mezi dvěma stavy téže multiplicity (obvykle 

dvěma singlety S1-S0). U fosforescence k emisi záření dohází při přechodu mezi dvěma stavy 

rozdílné multiplicity (triplet -  singlet T 1-S0) (viz. Obrázek 3). Proto fosforescence má delší 

dobu dohasínání (>>10-8 s) než fluorescence (10-8 s).(27)
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Obrázek 3 . Jablonského diagram(28)

2.2.1 Fluorescenční markery používaných k modifikací HA

Organické fluorofory jsou široce používány v mnoha oblastech, především v biologii, 

biotechnologii a medicíně, např. využívají se k vývoji technologií pro diagnostiku rakovinných 

buněk.(29) Fluorofory jsou charakterizovány jejich UV/Vis absorpčních a fluorescenčních 

spekter, absorpčním molárním koeficientem a kvantovým výtěžkem.(30)

V této práci jsem uvedl reakce kyseliny hyaluronové s nejčastěji používanými 

fluorescenčními značkami v oblasti medicíny a biologie. Fluorofory s excitačním a emisním 

spektrem v blízké infračervené oblasti tzv. NIR fluorofory představují rozsáhlou skupinu.(31) 

Zatímco pro in vivo aplikace se použivá jen několik jako jsou deriváty polymethinových 

cyaninových barviv (pentamethinové deriváty (Cy5) a indocyaninová zeleň)(32) a deriváty 

Bodipy.(33) Mezi dalšími fluorofory, které nepatří do skupiny NIR fluoroforů, se částo používá 

pro in vivo aplikace deriváty fluoresceinu (FL). Mají dobré fotochemické vlastnosti, jako jsou 

vysoký molární koeficient a vysoký kvantový výtěžek.(34)

2.3 Modifikace kyseliny hyaluronové fluorescenčními značkami.

Jak již bylo uvedeno výše, modifikací HA jsou vytvořeny kovalentní vazby navázáním 

fluorescenční značky na HA a to v důsledku reaktivity funkčních karboxylových
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a hydroxylových skupin této kyseliny. Získané deriváty pak mohou být využity v lékařství, 

nanotechnologiích nebo v biologii. Dále v posledních letech se objevilo mnoho aplikací 

fluorescenčních derivátů kyseliny hyaluronové jak v medicíně (zejména její nepostradatelný 

přínos pro chirurgii očí), tak v kosmetice.(1,2)

2.3.1 Imobilizace povrchu fluorescenčně modifikované kyseliny 
hyaluronové nanočásticemi zlata

Zlaté nanočástice (AuNP) již tři dekády nacházejí široké uplatnění v biologii, katalýze 

a medicíně, a to zejména díky rozličnosti jejich tvarů, velikostí a nenáročné přípravě. Na rozdíl 

od velkých nanočástic ukázaly AuNP s velikostí pod 2 nm neočekávaně vysokou cytotoxicitu 

k různým buněčným liniím. Např. systematické výzkumy ve vodě rozpustných AuNP 

stabilizovaných produkty TPP (z angl. two-photon photopolymerization) o velikosti částic 

0,8-15 nm, testovaných na čtyřech druzích rakovinových buněk (karcinomu epitelu buňky 

děložního čípku (HeLa); rakovinových buněk melanomu (SK-Mel-28), myších fibroblastů 

(L929) a myších monocytů/makrofágů (J774A1)), které představují hlavní buněčné typy 

s bariérovou fagocytární funkcí, ukázaly, že nanočástice zlata s velikostí 1,4 nm vykazují 

vysokou cytotoxicitu srovnatelnou s cytostatikem Cysplatinum.(35,36)

2.3.1.1 Kyselina hyaluronová-fluorescein (HA-FITC)
Fluorescenční derivát kyseliny hyaluronové s fluoresceinem, značený HA-FITC (Obrázek 

4), našel uplatnění jako sonda pro sledování osudu hyaluronanu in vitro. Podle výsledků 

výzkumu, použití tohoto derivátu výrazně zlepšila vizualizaci pronikání substrátu 

přes kůži.(37-41)

Je známo, že přenos fluorescenční rezonanční energie (FRET) je výkonnou analytickou 

technikou, která je široce používána pro studium detekce a molekulární interakce díky její 

vysoké citlivosti, specifičnosti a jednoduchosti.(42) V poslední době byla tato metoda vyvinuta 

a vylepšena do značné míry a to v důsledku rychlého vývoje nových materiálů, zejména 

nanomateriálů jako jsou fluorescenční tečky,(43) uhlíkové tečky,(44) Au-nanočástice,(45) 

uhlíkové nanotrubičky,(46) grafen.(47, 48)

Cheng a jeho tým syntetizovali konjugát kyseliny hyaluronové-fluoresceinisothiokyanát 

HA-FITC (Obrázek 4) a vyvíjeli nový typ fluorescenčních nano-sond HA-FITC-AuNP 

(Obrázek 5). Postup přípravy nanočástic zlata, podle jejich studie, je velmi jednoduchý 

a sestává z jednostupňové syntézy, a to redukcí kyseliny chlorozlatité, kde HA-FITC slouží 

jako redukční i stabilizační činidlo. Autoři výzkumu využili výše uvedeních FRET poznatků
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k detekci enzymu hyaluronidázy pomocí připravených HA-FITC-AuNP nano-sondy 

na základě jeho specifické enzymatické degradace na kyselinu hyluronovou.(40) Příprava HA- 

FITC probíhala ve formamidu, v kterém byla HA rozpuštěna použitím dibutylcíndilaurátu 

jako katalyzátoru reakce.(49)

n
HA-FITC

Obrázek 4. Chemická struktura HA-FITC

- o ;H A u C I

8 0  C

F luorescence off F uorescence on

hyaluron idase (H A ase)

fluoresce in  iso th iocyanate  (F ITC )

fluoresce in  hyaluron ic  acid (F ITC -H A )
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Obrázek 5. Schematické znázornění jednostupňové syntézy FITC -  HA -  AuNP(33)

V další práci byla HA kovalentně spojená s fluoresceinem přes o-akrylát jako molekulový 

můstek. Syntéza byla provedena metodou PARP (přenos atomu radikálovou polymerací) 

ve dvou krocích. Nejprve hyaluronan zinečnatý reagoval s kyselinou 2-brom-2- 

methylpropionovou po její aktivaci pomocí A-Hydroxysukcinimidu (NHS).(50) (Schéma 3)

O
O H3C

j L - f *
CH

DMSO, DEA, 40°C 
24h

HA

HO

+
Zn 4

O

HA-BMP

Schéma 3 . První krok syntézy HA-Fluorescein-O-akrylátu

Následovalo homolytické štěpení halogenu komplexem přechodného kovu s nízkým 

oxidačním číslem, např. Cu+1. Dále došlo k propagaci a její reverzibilní deaktivaci působením 

získaného Cu+2. Katalyzátor polymerizace musí mít afinitu k halogenidu, ale nesmí docházet 

k vedlejším reakcím. V tomto případě byl používán komplex mědi, ve kterém byl Cu jako 

centrální kov a tris[2-(dimethylamino)ethyl] amin jako ligand.(51, 52)
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CH,

n

HA-Fluorescein-O-akrylát

Obrázek 6 . Chemická struktura HA-Fluorescein-O-akrylát

2.3.1.2 Kyselina hyaluronová-Cy5.5 (HA- Cy5.5)
Modifikovaná HA pomocí pentamethinového derivátu cyaninových barviv (Cy5.5) je

používána jako optická detekční metoda k sledování průběhu fototermální léčby nádoru 

ve formě nanonosiče.(53) Příprava nanonosiče je založena na jednoduchém principu spontánní 

emulgace organické látky do vnější vrstvy HA, která představuje vodní fázi.(54) Připravená 

nanočástice byla poté reagovala s fluorescenční značkou, která byla aktivovaná pomocí 

NHS.(55) (Schéma 4)
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ofs

SOH SOH

Cy5.5-NHS Modifikovaná karboxýlová skupina HA

Fosfátový pufr, 25°C

12 h

Schéma 4 . Připrava HA-Cy5.5(53)

2.3.2 Kyselina hyaluronová-tetramethyl-rhodamin (HA-TMR)

Tento fluorescenční derivát kyseliny hyaluronové-tetramethyl-rhodaminu má podobné 

aplikace jako popsané u derivátu s fluoresceinem, má však tu výhodu, že jeho emise je méně 

závislá na pH než tomu je u HA-FITC. Pomocí zobrazování tohoto derivátu byl popsán 

invazivní růst v mozkové tkáni (TMR).(56)
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HA-TMR

O

O

Obrázek 7. Chemická struktura HA-TMR

2.3.3 Kyselina hyluronová-dipyrromethen-boron (HA-BODIPY)

Mezi nejčastěji používaná barviva s vysokou fluorescenční intenzitou patří 4,4-difluoro-4- 

bora-3a,4a-diaza-s-indacen (BODIBY).(57) Systém číslování IUPAC pro barviva BODIBY, 

který je odvozen z názvu a číslování s-indacenu, se liší od toho, které se používá 

pro dipyrrometheny (derivátem s-indacenu). Proto se pro oba systémy používají termíny a-, P­

a meso-pozice (schéma 1 - 2 ).(58)

meso

\ p

dipyrrinové jádro dipyrromethenové jádro
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meso

BODIPY jádro BODIPY jádro

Obrázek 8 . Číslování barviva BODIBY a dipyrromethenu podle IUPAC a používání termínů 

a-, P- a meso-pozice

2.3.3.1 Syntéza BODIPY
První syntéza byla popsána v roce 1968 Treibsem a Kreuzerem(59) (Schéma 5). Syntéza 

vychází z acylace 2,4-dimethylpyrrol (1), acetanhydridem (2) a fluoridem boritým jako 

katalyzátorem. Druhý krok zahrnuje kysele katalyzovanou kondenzaci vzniklého pyrrol-2- 

karbaldehydu (3) se substituovaným pyrrolem za vzniku substituovaného dipyrromethanu (4). 

V posledním kroku derivát 4 následně reagoval s fluoridem boritým za tvorby BODIPY.(60)

A c2o

BF3' E t2O

2

H+

A c20

BF3,E t2O

4

Schéma 5. Postup syntézy BODIPY
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2.3.3.2 Příprava HA-BODIPY
Deriváty dipyrromethen-boron (BODIPY) jsou běžně užívány jako fluorescenční značky

proteinů. Lze však v literatuře nalézt práce, ve kterých je používán BODIPY i jako 

fluorescenční značka HA. V publikaci z roku 1994 je popsán postup syntézy HA-BODIPY, 

který je zřejmý z následujícího schématu.(61)

+ N(n-Bu)4
N(n-Bu)4 O ^ O

HA HA-NHS

+

CH

HA-BODIPY

Schéma 6. Příprava HA-BODIPY

2.3.4 HA-Cypate

2.3.4.1 Patentovaná syntéza HA-Cypate
Firma CONTIPRO a.s. není světová jednička jen ve výrobě a distribuci hyaluronové

kyseliny, ale je rovněž lídrem v problematice modifikace HA. Je nutno zde zmínit světový 

patent z roku 2017, kde firma CONTIPRO je majitelem.(62) Předmětem patentu je vývoj 

modifikovaného hyaluronanu pro přípravu nosičových systémů terapeutických látek 

detekovatelných v biologických systémech. Výsledky výzkumu jsou zároveň tématem

28



disertační práce.(63) Obsahem patentu a disertační práce je velká série modifikovaných látek, 

budu se však věnovat pouze fluorescenčním modifikacím kyseliny hyaluronové, protože je to 

součást náplně mé bakalářské práce. Pro chemickou modifikaci HA byly použity dvě 

fluorescenční značky: cypate a nilská modř.

Fluorescenční derivát hyaluronanu-Cypate (HA-Cypate) byl připraven mnoha krokovou 

syntézou. Samotný Cypat byl připraven podle reakčního schématu 7, kde nejprve byla 

provedena kvarternizace 1,1,2-trimethylbenz[e]indolu (5) kyselinou 3-brompropanovou 

a v druhém kroku byl syntetizován cypate (10). Dále N-((1E,3E,5E)-5-(fenylimino)penta-1,3- 

dienyl)benzenamonium-chlorid (7) byl nejdřív acetylován za vzniku intermediátu (8) 

(Schéma 7b), ten dále reagoval s 1,1,2-trimethyl-3-(2-karboxyethan-1-yl)-[1H]-

benzo[e]indolium-bromidem za vzniku cypate (10) (Schéma 7c).

b)

H C l

NH A c2O, d i p e a , d c m

0-5°C, 3 h

N

c)

C O O H
CH3CN/H2O, CHjCOONa 

82°C, 16 h

Schéma 7. Syntéza Cypate

V dalším kroku byla aktivována jedna ze dvou karboxylových skupin Cypate (10) 

působením di-(lH-imidazol-l-yl)methanonu (CDI) (viz. Schéma 8) za vzniku reaktivního

a)

65

7 8

9
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intermediátu A-acylimidazolu (11). Aby se zabránilo aktivaci obou karboxylových skupin 

(nežádoucí síťování HA) byl pro reakci použit pouze jeden ekvivalent CDI ve vztahu k jedné 

COOH skupině.

O
y

C j w n

D M S O , 25°C

10

Schéma 8. Aktivace jedné ze dvou karboxylových skupin Cypate

V posledním kroku byl připraven HA-Cypate reakcí HA a Cypate:

-O

HA

dialýza 0.5%  N aH C O 3 +  0.5%  N aCl
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Schéma 9. Příprava HA-Cypate

Při modifikaci hyaluronanu fluorescenční nilskou modří (příprava HA-NM),63 autoři 

zahájili svou syntézu přípravou oxidované formy HA (HA-OX), tzn. převedení primární 

hydroxylové skupiny na oxo skupinu, (Schéma 10). V dalším kroku HA-OX reagoval 

s nilskou modří za vzniku HA-NM podle reakčních podmínek uvedených na reakčním 

schématu 10.

1/2 SO 4 '

+

NaBH3CN, DMSO/H2O 
24 h, 25°C

Schéma 10. Příprava HA-NM

2.3.4.2 Hydrofobizace hyaluronanu různými typy řetězců mastných kyselin
Pro přípravu amfifilních fluorescenčních derivátů schopných agregace ve vodném médiu 

a vytvoření fluorescenčně značených nosných systémů-polymemí micely, HA-Cypate a HA- 

NM byly dále modifikovány různými typy řetězců mastných kyselin:
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1/2 S O 4
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1/2 S O 4 '

N a
O H

h o ^ T H  O H

N a  
O
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H

a-e-f

H O H
H HH

Schéma 11. Hydrofobizace hyaluronanu.
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HA-cypate

TEA, DMAP 
iPrOH/H2O

2 h, 25°C

Schéma 12. Hydrofobizace hyaluronanu kyselinou olejovou
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d

HA-cypate-PEG

TEA, DMAP 
iPrOH/H2O

2 h, 25°C

O

*0

Schéma 13. Hydrofobizace hyaluronanu s vázaným cypate a PEG řetězci kyseliny olejové
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3 Experimentální část

3.1 Použité chemikálie

Tabulka 1. přehled použitých chemikálií

Chemikálie Kvalita Dodavatel

Kyselina hyaluronová p.a. Contipro a.s.

DMF p.a. Penta

Pyren 98% Fluka

Benzen p.a. Fluka

Trichlor-1,3,5-triazin 99% Merck

Methanol p.a. Penta

1,4-Dioxan p.a. Lachema

Dichlorbenzen 99% Fluka

HCl 36% Penta

AlCl3 p.a. Penta

Na2CO3 p.a. Penta

3.2 Použité přístroje a zařízení

• Absorpční spektra byla měřena na spektrofotometru UV/Vis Perkin-Elmer Lambda 35 

při laboratorní teplotě.

• Fluorescenční spektra byla měřena na spektrofotometru Perkin-Elmer LS 55.

• Difraktogramy byly zaznamenávány na práškových vzorcích pomocí difraktometru D8 

Advance (Bruker AXS, Německo) s Bragg-Brentanovým (0 -0 )  goniometrem 

(poloměr 217,5 mm) vybaveným grafitovým monochromátorem zakřiveným 

sekundárním paprskem a scintilačním detektorem Na (Tl) I. Generátor byl provozován 

při 40 kV a 30 mA. Skenování bylo provedeno za pokojové teploty v rozmezí od 5 

do 30 ° (29) s krokem 0.02° a časem 8 s na jeden krok.

• Kinetika tepelného rozkladu hyaluronanu a jeho fluorescenční derivátů byla zkoumána 

pomocí termogravimetrie (TG) s různou rychlostí ohřevu (Netzsch 209 F3 instrument 

s ÁhO 3 kelímkem), rychlost ohřevu byla 10 °C/min s rychlosti záznamu dat 40 bodů 

na Kelvin. Měření bylo provedeno v CEITEC v Brně.
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• ATR-FTIR spektroskopie byla provedena na přístroji Nicolet Impact 400 D FTIR 

spectrophotometer (Nicolet CZ, Praha, ČR) vybaveného ZnSe krystalem pro ATR- 

FTIR spektroskopii. Absorbance byla změřena jako funkce vlnočtu v rozmezí 4000­

600 cm-1 s rozlišením 8 cm-1. Měření bylo provedeno rovněž v CEITEC v Brně.

• Body tání byly stanoveny na bodotávku SMP 11, výrobce STUART

3.3 Příprava 2,4-dichlor-6-(1-pyrenyl)-1,3,5-triazinu (PyT)64

Reakční schéma:

/ f \ ^ \

C k  X l

+  N ^ N  

Cl

Benzen, AlCl3, methanol, H2o

25°C ,22h

Cl

Cl

pyren trichlor-1,3,5-triazin PyT

Postup:

PyT byl připraven z 5 g pyrenu a 5,55 g kyanurového chloridu (trichlor-1,3,5-triazin) 

Friedel-Craftovou syntézou v 100 g benzenového roztoku. Reakce probíhala za použití 5 g 

suchého AlCb jako katalyzátoru reakce, který byl přidán po malých dávkách. Reakční směs 

byla míchaná při laboratorní teplotě po dobu cca 22 h. Poté bylo do chlazené reakční směsi (v 

ledové lázni) přidáváno po malých dávkách 50 ml methanolu. Vznikla zelenožlutá sraženina 

(filtrace na Buchnerově nálevce) byla v kádince společně rozmíchána se studenou vodou, 

kapkami smáčedla (Spolion 8) a 8 ml kyseliny chlorovodíkové. Poté byla zfiltrována a promyta 

methanolem. Po rekrystalizaci produktu z 100 ml dichlorbenzenu bylo získáno cca 7 g, což 

odpovídá cca 72 %  teoretického výtěžku.
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3.4 Příprava fluorescenčně označené kyseliny hyaluronové (HA-PyT)

Reakční schéma:

H
OH oh OH ^OH

^  ^ ÎO h 0- ^ H Æ ^ ^ S h

h^ P 0 ^ 0
, I ■ H Ù

H H O ^  HH H

N  ^ — Cl

ho 3 o

H3C

.(/ \  ~ ,OH OH
N /  Cl W  I H .0 =

N \  \ ^  A  H o  H o  ^  . o

^  \HO^ V  1
NH| T H  ' oh NH

O ^  H H H O=
H3C H3C

 ̂ / T  -------------------------------- HOA v  o iT  n h ^ a - h ^ O H  Nil
H o ^ h D M F ,  N a 2C O 3 50°C , 4 8 h  X H H H j H  H  H H / Hh

H3C I I

HA HA-PyT

Postup:

Ve 100 ml varné baňce byly ve 20 ml dimethylformamidu (DMF) rozpuštěny 2 g kyseliny 

hyaluronové společně s 0,01 g fluorescenční značky (PyT) a uhličitanem sodným. Směs byla 

zahřívána při teplotě 50°C na dobu cca dva dny. Poté byla zfiltrována na Buchnerově nálevce. 

Modifikovaná kyselina hyaluronová po filtraci byla zahřívána v DMF, aby se odstranil zbytek 

nezreagované fluorescenční značky. Na tenkovrstvé chromatografii byla pozorována žlutá 

skvrna, která vykazuje stále přítomnost nezreagového PyT. Proto zbytek nezreagovaného PyT 

byl extrahován v Soxhletově extraktoru. Nečištěná modifikovaná kyselina byla vložena do 

střední části extraktoru. Do spodní části se připojovala baňka s DMF a k horní části byl zpětný 

chladič. Extrakce v Soxhletově extraktoru je založena na jednoduchém principu, kdy 

se rozpouštědlo zahřívá k varu, v chladiči se kondenzuje čistý DMF, který kape do střední části 

extraktoru, kde se probíhala extrakce PyT z nečisté tuhé látky. Celý cyklus probíhal 

tak dlouho, dokud byla detekována nezreagovaná fluorescenční značka (pomocí tenkovrstvé 

chromatografie). Stejným způsobem byly celkem připraveny 4 látky. (Tabulka 2)

Tabulka 2. Použité chemikálie k přípravě modifikované HA-PyT

PyT HA Na2CO3 DMF Produkt

0,005 g 2 g 0,145 g 20 ml HA-PyT1

0,01 g 2 g 0,145 g 20 ml HA-PyT2

0,02 g 2 g 0,28 g 20 ml HA-PyT3
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4 Výsledky a diskuze

4.1 Syntéza

Fluorescenční značka PyT byla připravena Friedl-Craftovou syntézou za použití AICI3 jako 

katalyzátoru reakce. Reakce proběhla cca 22 h při laboratorní teplotě. Za tu dobu bylo přidáno 

do reakční směsi 50 g methanolu za vzniku zelenožluté sraženiny, která byla zfiltrována a poté 

rekrystalizovana dichlormethanem.

Příprava modifikované kyseliny hyaluronové pomocí PyT proběhla podle uvedeného 

postupu v kapitole 3.3, reakce byla celou dobu syntézy sledována pomocí tenkovrstevné 

chromatografie, kde byla první dvě hodiny detekována tmavě žlutá skvrna na chromatografické 

fólii, která se postupně zbarvila světle žlutě. Reakce byla prováděna tak dlouho, dokud nebyla 

žádná změna na tenkovrstvé chromatografii. Po ukončení této reakce byl produkt zfiltrován 

na Bucherové nálevce. Vzniklý filtrát ukazoval pod ÚV lampou vysokou fluorescenci.

Filtrační koláč byl v kádince dále promíchán s DMF a znovu zfiltrován. Vzniklý filtrát 

pod ÚV lampou opět ukazoval výsokou fluorescenci. Další čištění jsem prováděl v Soxhletově 

extraktoru, kde produkt byl promyt čistým rozpouštědlem DMF na dobu cca. 4 dny. Poslední 

zkouška existence nereagovaného PyT jsem provaděl na tenkovrstevné chromatografii, kde se 

neukázala žádná fluorescence. Čistý produkt byl pak připraven k měření.

Difraktogramy byly zaznamenávány na práškových vzorcích pomocí difraktometru D 8 

Advance (Bruker AXS, Německo) s Bragg-Brentanovým (0 -0 )  goniometrem (poloměr 217,5 

mm) vybaveným grafitovým monochromátorem zakřiveným sekundárním paprskem 

a scintilačním detektorem Na (Tl) I. Generátor byl provozován při 40 kV a 30 mA. Skenování 

bylo provedeno za pokojové teploty v rozmezí od 5 do 30 ° (29) s krokem 0.02° a časem 8 

s na jeden krok.

Kinetika tepelného rozkladu hyaluronanu a jeho fluorescenční derivátů byla zkoumána 

pomocí termogravimetrie (TG) s různou rychlostí ohřevu (Netzsch 209 F3 instrument s AhO 3 

kelímkem), rychlost ohřevu byla 10 °C/min s rychlosti záznamu dat 40 bodů na Kelvin. Měření 

bylo provedeno v CEITEC v Brně.

ATR-FTIR spektroskopie byla provedena na přístroji Nicolet Impact 400 D FTIR 

spectrophotometer (Nicolet CZ, Praha, ČR) vybaveného ZnSe krystalem pro ATR-FTIR 

spektroskopii. Absorbance byla změřena jako funkce vlnočtu v rozmezí 4000-600 cm-1 

s rozlišením 8  cm-1. Měření bylo provedeno rovněž v institutu CEITEC v Brně.
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Obrázek 9. ATR-FTIR spektra hyaluronanu a jeho připravených derivátů HA-PyT1-3

XRD analýza hyaluronanu a HA-PyT

XRD měření byla provedena za účelem získání podrobných informací o krystalografické 

struktuře původního hyluronanu a jeho získaných derivátů. Z obrázku lze pozorovat pouze 

široký pás u 29 = 20 °. Po roubování HA s různými poměry PyT byly pozorování u HA-PyT 

nové pásy (29 = 25,2, 31,1, 38,7), odpovídající pásům C-Cl na triazinylovém kruhu 

(viz. Obrázek 10).
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Obrázek 10. Reprezentativní XRD původního hyluronanu a HA-PyT1-3

U samotného hyluronanu bylo pozorováno, že asi 5% jeho hmotnosti bylo ztraceno při 100 

°C, a v případě prášku HA byl úbytek hmotnosti 18% při 100 °C (stupeň I), je  to především 

v důsledku odpařování vlhkosti v nanovlákenných rohožích. K tepelnému rozkladu HA 

dochází hlavně při teplotách mezi 200-300 °C s odpovídající ztrátou hmoty téměř 50,0 %. 

Při 245 °C dosahuje rychlost rozkladu maximum (viz. Obrázek.11b). Po chemické modifikaci 

HA pomocí PyT byla tepelná stabilita HA zlepšena ve srovnání s čistým hyaluronanem.
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Obrázek 11 (a,b). Representativní TG (a) a DTG (b) původního hyaluronanu a jeho derivátů 

HA-PyT1-3
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4.2 Excitační a fluorescenční spektra

UV/Vis absorpční a fluorescenční spektra sloučeniny PyT byla měřena v roztoku (dioxan); 
díky tomu, že látka vykazuje fluorescence i v tuhé fázi byla měřena její excitační a 
fluorescenční spektra i v pevné fázi (prášek). Dále u všech připravených fluorescenčních 
derivátů HA byla měřena excitační a fluorescenční spektra pouze v pevné fázi. Excitační 
spektra všech fluorescenčních polymerů jsou identická, proto jako reprezentační spektrum je 
zde uvedeno pouze excitační spektrum HA-PyT1 . Obrázky 12-15 prezentují absorpční, 
excitační a fluorescenční spektra zkoumaných látek. Absorpční (v dioxanu) a excitační (v tuhé 
fází) spektra PyT jsou tvořena ze tři pasu v oblasti 300-500 nm a 350-500 nm, v příslušném 
pořadí, s tří maxima (viz. Obrázek 12). Substitucí jednoho atomu chloru sloučeniny 
PyT kyselinou hyaluronovou vedlo ke změně tvaru a pozice excitačních spekter získaných HA- 
PyT derivátů. Jak je zřejmé z obrázků 13 a 14, ve srovnání s excitačním spektrem PyT, 
spektrum HA-PyT je tvořen ze širokého pásu bez jakékoli vibrační struktury. Rovněž tvar 
fluorescenčního spektra HA-PyT1 je téměř totožný s tvarem fluorescenčního spektra PyT, ale 
jeho fluorescenční maximum je posunuto hypsochromně (asi o 149 nm) ve srovnání s 
fluorescenčním maximem PyT (viz. Obrázk 15). Podle výsledků fluorescenčních měření bylo 
zjištěno, že fluorescenční derivát s velmi vysokou intenzitou fluorescence lze získat již s 
využitím velmi malého množství fluorescenční značky. Zároveň bylo zjištěno, že fluorescenční 
intenzita významně klesá se zvýšením poměru PyT, to lze pozorovat na obrázku 15, kde HA- 
PyT1 a HA-PyT2 vykazují vyšší intenzity fluorescence než HA-PyT3. Bohužel nebylo dost 
času na přípravu dalších vzorků se zvýšením molárního poměru výchozího PyT, kde lze 
očekávat další snížení intenzity fluorescence.

Tabulka 3 . Maximum excitačních a fluorescenčních spektra připravených látek

Látka 1e (nm) 1f (nm)
PyT 463/413 556

HA-PyT1 350 403
HA-PyT2 350 405
HA-PyT3 350 401
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Obrázek 12. Exitační a absorpční spektra PyT
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Obrázek 13. Excitační spektrum HA-PyT1 v tuhé fázi
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Obrázek 14. Excitační spektrum PyT v tuhé fázi
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Obrázek 15. Fluorescenční spektra PyT a HA-PyT1-3 v tuhé fázi
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5 Závěr

V této bakalářské práci byla syntetizována fluorescenční značka 2,4-dichlor-6-(1-pyrenyl)- 

1,3,5-triazinu a to reakcí pyrenu s kyanurchloridem. Následně, nukleofilní substitucí atomu 

chloru na triazinylovém kruhu PyT kyselinou hyaluronovou byly připraveny požadované 

fluorescenční deriváty kyseliny hyaluronové. Fluorescenční deriváty HA byly připraveny 

v různém molárním poměru mezi HA a PyT v prostředí N , N-dimethylformamidu.

Struktura nových fluorescenčních derivátů HA byla charakterizována spektry ATR-FTIR, 

TGA a XRD analýzou. Kvůli časovým omezením struktura fluorescenčně značené HA nebyla 

potvrzena pomocí NMR měření. Pro zaznamenání změn v intenzitě fluorescence byly 

připraveny 3 vzorky fluorescenčního polymeru použitím různého molárního poměru výchozích 

látek. Fluorescenční spektra HA-PyT byla změřena v tuhé fázi. Na základě získaných dat lze 

konstatovat, že fluorescenční derivát s velmi vysokou intenzitou fluorescence může být získán 

již s využitím nejnižšího molárního poměru reaktantů. Zároveň bylo zjištěno, že fluorescenční 

intenzita významně klesá se zvýšením poměru výchozích látek.
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